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ABS'T'RACT
DAMAYANTI, R. 1996. Phenotypic detection ofT lymphocyte subsets in Bali cattle lymph nodes with malignant catarrhal fever by immunohisto-
chemical techniques . Jurnal Ilmu Ternak dan Veteriner2(2) : 120-126 .
A study was carried out to detect the phenotype ofT cell subsets in six Bali cattle affected with malignant catarrhal fever (MCF). This was
performed by means of immunohistochemical technique using avidin-biotin-peroxidase complex methods. Seven monoclonal antibodies against
lymphocyte surface antigen were used to detect T cell subsets ie . CD1, CD2, CD4, CD5, CD8, CD45, and WC 1 . The results showed that the subsets
were all detected either in the MCF or non-MCF infected Bali cattle lymph nodes . However, CD8 was more predominantly occupied in the MCF
Bali cattle . This indicated that CD8 was a cytotouic T lymphocytes and acted as potential mediators for immunopathological process in MCF.
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PENDAHULUAN
Penyakit ingusan atau malignant catarrhal fever
(MCF) di Indonesia adalah jenis sheep-associated MCF
(SA-MCF) dan telah menyebar di hampir seluruh kepu-
lauan Indonesia (PARTADIREDJA et al., 1988) . Virus
penyebab SA-MCF ini belum dapat diisolasi, walaupun
demikian Ovine herpesvirus-2 (OHV-2) diasumsikan se-
bagai agen etiologinya (BRIDGEN dan REID, 1991) . Salah
satu ciri yang menonjol adalah mortalitas biasanya men-
capai 100%, sedangkan morbiditas antar hewan tergolong
rendah (PLOWRIGHT, 1968) . Meskipun secara alarmMCF
bersifat non-kontagius, tetapi penyakit ini dapat ditrans-
misikan pada hewan peka melalui infeksi buatan dengan
inokulum darah dan biakan sel limfoblastoid yang me-
ngandung agen penyebab MCF(DAMAYANTI, 1996). Se-
lain bersifat fatal, MCF dikenal sebagai penyakit yang
limfoproliferatif dan banyak menyerang sapi Bali dan
kerbau (DANIELS et al ., 1988) .
Sapi Bali merupakan ternak asli Indonesia yang perlu
dilestarikan karena memiliki beberapa keunggulan . Pe-
merintah berusaha mempromosikan sapi Bali ini sebagai
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ABSTRAK
DAMAYANTI, R. 1996 . Deteksi fenotipik subset limfosit T pada limfoglandula sapi Bali yang terserang penyakit ingusan dengan teknik imunohis-
tokimiawi. Jurnal Ilmu Ternakdon Veteriner 2(2) : 120-126.
Suatu penelitian telah dilakukan untuk mendeteksi fenotipik subset set T pads enam ekor sapi Bali yang terserang penyakit ingusan. Usaha ini
dilakukan dengan menggunakan metode imunohistokimiawi dengan teknik kompleks avidin-biotin-peroksidase . Tujuhjenis antibodi monoclonal
yang merupakan anti terhadap antigen permukaan set limfosit T telah dipakai, yaitu : CD1, CD2, CD4, CD5, CD8, CD45, dan WC1. Hasil yang
didapat menunjukkan bahwa fenotip subset set T tersebut semuanya dapat dideteksi baik pada limfoglandula sapi Bali sehat maupun yang terserang
MCF. Walaupun demikian, tampakjelas bahwaCD8 lebih banyak dideteksi padalimfoglandulasapi Bali yang terserang MCF. Hal ini menunjukkan
bahwa CD8 yang bersifat set T sitotoksik merupakan mediator yang potential dalam proses imunopatologi pada MCF.
Kata kunci: Malignant catarrhalfever, subset limfosit T, sapi Bali, teknik imunohistokimiawi
ternak pionir di daerah transmigrasi . Namun, yang perlu
diperhatikan adalah bahwa selain keunggulannya, sapi
Bali terbukti sangat peka terhadap penyakit MCF (GIN-
TING, 1979), Rama Dewa (PRABowo dan ISHITANI,
1984) dan Jembrana (BUDIARso dan HARDJOSWORO,
1976) .
Pada saat ini usaha untuk mengisolasi virus penyebab
SA-MCF terus diupayakan . Selain itu, pengetahuan
mengenai patogenesis MCFjugs perlu mendapat perha-
tian serius, karena keberhasilan pengendalian penyakit
sangat tergantung pada pengetahuan mengenai patogene-
sisnya. Salah satu usaha untuk mempelajarinya antara
lain dengan mengetahui fenotip subset limfosit yang ter-
libat dalam menimbulkan kerusakan jaringan yang bersi-
fat limfoproliferatif. PLOWRIGHT (1968) mendugabahwa
lesi tersebut semata-mats. aiakibatkan oleh aks' virus (im-
mune-mediated hypersensitivity), sedangkan SELMAN et
al. (1974) cenderung berpendapat bahwa cell-mediated
immune response lebih dominan. Lebih jauh REID et al.
(1989) menambahkan bahwa MCF menimbulkan dis-
fungsi spesifik bagi sistem kekebalan hewan yang ter-
serang .
	
'
Studi untuk menganalisis fenotip subset limfosit ini
perlu dilakukan karena diduga hanya adz fenotip tertentu
yang secara aktif berperan dalam proses imunopatologi
MCF (REID et al., 1986). Sejauh ini penelitian mengenai
analisis fenotip subset limfosit hanya dilakukan secara in
vitro (BURRELLS dan REID, 1991). Dalam penelitian ini
analisis tersebut dilakukan pada preparat histopatologik
berupa jaringan beku dari organ limfoglandula sapi Bali
yang sehat dan yang terserang MCF dengan teknik kom-
pleks avidin-biotin-peroksidase (ABC) (Hsu etal., 1981).
Dengan pewarnaan hematoksilin eosin (HE) biasa
maka jaringan limfoglandula yang terdiri dari berbagai
subset limfosit kesemuanya akan tampak bewama biru.
Dengan teknik imunohistokimiawi dapat dideteksi satu
jenis subset tertentu asalkan tersedia antibodi mono-
klonal (Mo-Ab) yang merupakan anti terhadap subset
yang bersangkutan . Misalkan jaringan limfoglandula
diberi Mo-Ab yang bersifat anti-CD4, maka dengan
teknik imunohistokimiawi hanya limfosit yang bersubset
CD4 yang akan terwarnai (bewarna coklat jika substrat
yang dipakai adalah 3,3 diamino benzidin tetrahidroklo-
rida/DAB), sedangkan limfosit yang bersubset selain CD4
tidak akan terwarnai (tetap bewarna biru) . Setiap subset
limfosit mempunyai fungsi yang khas yang nomenkla-
turnya diakui secara internasional (NAESSENS, 1993) .
Penamaan (nomenklatur) untuk sel T ini digolongkan atas
cluster differentiation (CD) dan workshop cluster (WC).
CD dan WC ini ditetapkan berdasarkan analisis stastistik
dari dataflow cytometry, imunopresipitasi, dan imunohis-
tokimia dari masing-masing subset. Istilah WC meru-
pakan subset sementara yang belum disahkan menjadi
CD, karena tidak adz sifat yang homolog dengan cluster
pada manusia, sedangkan istilah CD dipakai jika subset
yang bersang- kutan bersifat homolog dengan CD pada
manusia(NAESSENS, 1993) . Secara lebih spesifik, awalan
Bo dipakai untuk membedakan CD pada spesies sapi
(misalnya BoCD4, BoCD8) .
Dalam penelitian ini subset limfosit yang dideteksi
fenotipnya berupa tujuh jenis antigen (Ag) permukaan sel
T dengan nomenklatur CD1, CD2, CD4, CD5, CD8,
CD45 dan WC 1 . Karena sel limfosit ini banyak dipro-
duksi pada limfoglandula, maka deteksi subset sel Tdalam
penelitian ini hanya difokuskan pada organ tersebut . Se-
cara garis besar sel limfosit ini terdiri atas sel B dan T (vAN
DER VALK dan MEIJER, 1987) dan keduanya berperan
dalam proses fagositosis dan sintesis antibodi (Ab)
(BANKS, 1986) . Sampai dengan tahun 1993 telah di-
laporkan sebanyak 31 jenis subset limfosit yang spesifik
untuk sapi (HOWARD dan NAESSENS, 1993) . Kedua sel
tersebut secara morfologik tidak dapat dibedakan kecuali
-dengan cara mengidentifikasi fenotip Ag permukaan de-
ngan menggunakan Mo-Ab yang merupakan anti ter-
hadap subset sel T yang akan dideteksi (TIZARD, 1982) .
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Jenis sampel
Sampel organ yang dikoleksi berasal dari enam kasus
MCF pads sapi Bali di Bogor, yaitu lima ekor sapi ter-
serang MCF secara alami dan satu ekor diinfeksi secara
buatan dengan inokulum darah dari salah satu sapi Bali
yang terserang MCF. Keenam sapi tersebut mempunyai
gambaran klinik, pascamati dan histopatologik positif
terserang MCF. Untuk hewan kontrol dikoleksi pula se-
jumlah limfoglandula sapi Bali sehat yang dipotong di
rumah potong hewan (RPH) Cakung, Jakarta. Limfoglan-
dula yang dikoleksi merupakan limfoglandula superfisial
yang dipotong I0x10x3 mm dan dikoleksi segera setelah
nekropsi dilakukan. Organ tersebut selanjutnya akan
diproses untukjaringan beku.
Jaringan beku
MATERI DAN METODE
Cara yang dipakai untuk menyimpan jaringan beku
sesuai dengan metode yang diberikan oleh JANOSSy dan
AIvII,OT (1987) dengan beberapa modifikasi . Potongan
organ difiksasi ke dalam larutan formalin-saline 10%
selama 2-3 jam pada suhu 4°C untuk kemudian difiksasi
ke dalam larutan sukrosa 0,4 M selama 20-24 jam pada
suhu 4°C . Selanjutnya, setiap potongan organ dilapisi
dengan medium optimum cutting temperature (OCT)
(Miles Lab . Inc., Naperville, USA) dan segera dibekukan
dalam nitrogen cair dan disimpan dalam freezer -70°C
sampai saatnya organ dipotong dengan mesin cryostat
(paling lamatahan disimpan sampai 1 tahun) . Organ beku
tadi dipotong dengan tebal 2 pm dengan mesin cryostat
bersuhu -20°C. Jaringan tersebut lalu dilekatkan pada
gelas obyek (slide) yang sudah dilapisi dengan 0,05%
poli-L-lisin monohidroklorida (Sigma Chem. Co., St .
Louis, USA) . Slide dikeringkan pada suhu ruang dan
difiksasi dalam larutan aseton selama 10 detik. Slide
tersebut dapat disimpan pada suhu 4°C atau -20°C dengan
dibungkus aluminium foil sampai dilakukan pewarnaan
imunohistokimiawi .
Antibodi monoklonal (Mo-Ab)
Untuk mendeteksi antigen permukaan subset sel lim-
fosit T, maka telah diperoleh tujuh macam Mo-Ab yang
merupakan anti terhadap subset sel T yang akan dideteksi
pada jaringan limfoglandula. Empat Mo-Ab diperoleh
atas kebaikan Dr . Declan McKeever dan Dr . Niall
MacHugh dari ILRAD, Kenya, yaitu IL-A43 (CD2), IL-
A 12 (CD4), IL-A51 (CD8), dan IL-A 153 (WC 1, y8T cell),
sedangkan tiga Mo-Ab diberikan oleh Dr. M.R . Brandon
dari Melbourne University, Australia, yaitu SBU T6
(CD 1), SBU T1 (CD5); dan SBU LCA (CD45).
Teknik imunohistokimiawi
Teknik ABC yang dipakai sesuai dengan metode HSU
et al . (1981) dengan beberapa modifikasi . Aplikasinya
memakai kompleks avidin-biotin-peroksidase yang
berupakit (ABC Kit, Vector Lab . Inc ., Burlingame, USA).
Secara ringkas jaringan yang dipotong dengan cryostat
tadi diberi 10% serum kuda normal (NHS) selama 30
menit untuk menghilangkan latar belakang (background)
yang non-spesifik . Mo-Ab kemudjan diaplikasikan (de-
ngan konsentrasi tertentu yang sudah distandardisasi ter-
lebih dahulu) dalam larutan bufer garam tinggi dan 1%
NHS selama 45 menit . Kemudian pada slide diberi IgG
anti-mencit yang sudah dilabel dengan biotin dengankon-
sentrasi 1 :200 selama 30 menit . Untuk peroksidase endo-
gen slide direndam dalam metanol dan 3% H202 selama
30 menit . Selanjutnya slide diaplikasikan dengan kom-
pleks avidin-biotin-peroksidase dengan konsentrasi 1 :100
selama 30 menit . Reaksi antigen dan antibodi tersebut
divisualisasikan dengan substrat 0,06% 3,3 diamino
benzidin tertrahidroklorida (DAB) (Sigma Chem.Co, St .
Louis, USA) yang dilarutkan dalam 0,05 M bufer garam
TRIS pH 7,6 dan 0,01% H202 selama 2-5 menit. Subset
limfosit yang positif akan bewama coklat, sedangkan
limfosit yang tidak dideteksi tetap bewarna biru .
Dari sampel organ keenam ekor sapi Bali yang ter-
serang MCF dan sapi Bali yang dikoleksi dari RPH
ternyata pada limfoglandulanya dapat diidentifikasi tujuh
macam subset limfosit dengan persentase seperti tertera
pada Tabel 1 . Adapun hasil identifikasi tiap subset akan
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Keterangan :
- : negatif
+
	
: sel yang positif 10-20% dari total limfosit per slide
++ : sel yang positif20-50% dari total limfosit per slide
+++ : sel yang positif 50-80% dari total limfosit per slide
dijabarkan secara terpisah sesuai dengan fungsi subset
yang bersangkutan.
CD1
Subset CD1 pada sapi merupakan mikroglobulin de-
ngan bobot molekul 12 dan 16 kDa (HOWARD dan NAES-
sENs, 1993).
Baik sapi Bali yang terserangMCF maupun yang sehat
pada limfoglandulanya dapat dideteksi CD1 . Distribusi
CD1 pada organ limfoglandula dapat dideteksi pada
daerah korteks, sinus subkapsular dan tersebar secara in-
dividual di daerah medula, sesuai dengan yang dilaporkan
oleh MACKAY et al. (1985 dan 1987), yaitu sebagian besar
selnya merupakan sel dendritik (HOWARD et al ., 1993).
Gambar 1 menunjukkan distribusi subset ini yang tersebar
secara individual di daerah medula.
SBU T6 merupakan Mo-Ab yang diisolasi untuk men-
deteksi antigen permukaan yang bersubset CD1 pada
domba (MACKAY et al., 1987), tetapi temyata dapat pula
untuk mendeteksi subset serupa pada sapi (HOWARD dan
MORRISON, 1991) .
Morfologi molekul CD1 ini serupa dengan MHC
kelas I dan dapat mengekspresikan sel B, sel dendritik, sel
Langerhans dan makrofag (HOWARD et al ., 1993).
Dalam penelitian ini tidak ditemukan perbedaan yang
nyata antara jumlah subset CD1 pada sapi Bali yang
terserang MCF dan sapi Bali sehat dari RPH . Dengan
perkataan lain, CD1 ini tidakcukup berperan dalam proses
imunopatologi pada MCF, karena baik pada sapi Bali
sehat maupun yang terserang MCF populasi CD 1 hanya
berkisar 10-20% saja (Tabel 1) .
i Bali
PH
Tabel 1 . Deteksi subset limfosit pada organ Lmfglandula sapi Bali yang terserang MCF dan sapi Bali sehat dari RPH
No .
Fenotip subset Sapi Bali MCF Sap
Mo-Ab Spesifisitas SB SB SB SB SB SB
06 NN NNI F F2 F3
1 SBU T6 CD1 +
2 IL-A43 CD2 ++
3 IL-A12 CD4 ++
4 SBU TI CD5 +
5 IL-A51 CD8 +++ +++ +++ +++ +++ +++
6 SBU LCA CD45 +
7 IL-A153 WC1 +
Gambar 1 . Subset limfosit CD1 pada limfoglandula sapi Bali yang
terserang MCF tampak bewarna coklat (tanda panah) dan
tersebar secara individual pada daerah medula (Teknik
imunohistokimiawi ABC X174)
CD2
Dengan teknik imunopresipitasi diketahui bahwa sub-
set ini mempunyai bobot molekul 58-62 kDa (HOWARD
dan NAESSENS, 1993) .
Subset ini dapat dideteksi pada limfoglandula sapi Bali
yang terserang MCF dan sapi sehat dengan persentase
10-50% limfosit per slide yang diperiksa . Subset yang
positif CD2 bewarna coklat dan subset lain bewama biru
dengan teknik imunohistokimiawi . Distribusi dari CD2
sebagian besar meliputi medula (sinus), sedangkan di
bagian korteks dan parakorteks set yang positif dapat
dideteksi dalam populasi jauh lebih sedikit . Semua set
limfosit yang terdapat pada folikel (area dari set B) sama
sekali tidak menunjukkan set yang bersubset ini . Hal ini
sesuai dengan pendapat DAVIS dan SPLITTER (1991) .
HOWARD dan NAESSENS (1993) manambahkan bahwa
CD2 ini merupakan set T CD4+ dan CD8+ serta WC1-.
Meskipun populasi subset ini mencakup 10-50%, tetapi
hal ini juga diamati pada sapi yang sehat sehingga peran
subset CD2 ini pada kasus MCF tidak begitu menonjol .
CD4
CD4 pada sapi mempunyai bobot molekul 50 kDa
(HOWARD dan NAESSENS, 1993) .
Subset ini dapat dideteksi pada limfoglandula sapi Bali
yang sehat dan yang terserang MCF dengan distribusi
utama di daerah interfolikular di daerah korteks dan para
korteks . Adakalanya sel-sel ini disebukan pula tersebar
di dalam folikel (BENSAID dan HADAM, 1991) . Pada lim-
foglandula dari hewan non-MCF dari RPH populasi CD4
ternyata lebih dominan (Tabel 1) . Hal ini barangkali ada
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kaitannya dengan ternuan VAN DER VALK dan MEIJER
(1987) yang menyebutkan bahwa pada hewan sehatjum-
lah subset CD4 biasanyadua sampai tiga kali lebih banyak
dibandingkan denganjumlah subset CD8. Subset CD4 ini
tergolong Thelpercellyangdapatmengenali antigen yang
berkaitan dengan MHC kelas II (BALDWIN et al ., 1986) .
Lebih jauh disebutkan bahwa CD4 ikut berperan dalam
mengaktiflcan faktor pertumbuhan set T (T cell growth
promotor) (BENSAID dan HADAM, 1991) .
CD5
Subset ini mempunyai bobot molekul 67 kDa
(HOWARD dan NAESSENS, 1993) .
Set limfosit dengan subset ini dapat dideteksi baik
pada sapi Bali yang terserang MCF maupun yang sehat
dari RPH . Antibodi SBU T1 ini merupakan Mo-Ab yang
diisolasi untuk mendeteksi Ag permukaan yang bersubset
CD5 pada domba (MACKAY et al., 1985 ; 1987), tetapi
ternyata dapat pula untuk mendeteksi subset serupa pada
sapi (HOWARD dan MORRISON, 1991) . Distribusi subset
ini terutama pada sinus, dapat bergerombol atau tersebar
secara individual (MACKAY et al ., 1987) . Selain itu,
daerah korteks juga diinfiltrasi oleh sel-sel ini walaupun
jumlahnya relatif lebih kecil, karena area ini merupakan
daerah folikel yang identik dengan set B dan bukan meru-
pakan area dari subset CD5 yang tergolong set T
(MACKAY et al ., 1985) . Tabel 1 menunjukkan bahwa
populasi CD5 tidak begitu menonjol, baik pada sapi yang
terserang MCF maupun yang sehat . Fungsi subset CD5
yang utama belum diketahui dengan pasti, tetapi yang
jelas CD5 meningkatkan proliferasi set T secara in vitro
(DALLMAN et al., 1984). Subset CD5 ini bersifat polimor-
fik, karena ada yang dapat diidentifikasi pada Bos taurus
dan Bos indicus dan ada yang hanya diidentifikasi pada
Bos indicus saja sehingga ada klasifikasi BoCD5.1 dan
BoCD5 .2 (HOWARD dan LEIBOLD, 1991) .
CD8
Hasil imunopresipitasi menunjukkan bahwa CD8
mempunyai bobot molekul 34 dan 38 kDa (HOWARD dan
NAESSENS, 1993) .
Pada sapi Bali yang terserang MCF limfoglandulanya
didominasi oleh subset CD8 dengan rasio CD8:CD4 yang
jauh lebih besar daripada rasio hewan sehat . Distribusi
subset ini pada daerah korteks dan parakorteks, yaitu pada
daerah interfolikular serta pada medula (sinusoid) . Gam-
bar 2 menunjukkan distribusi subset CD8 yang mendomi-
nasi daerah set T (non-folikular), karena subset pada
folikel kesemuanya menunjukkan reaksi negatif (biru) .
Hal ini sesuai dengan temuan MACHUGH dan SOPP
(1991) . CD8 ini merupakan set T sitotoksik yang berkait-
an dengan MHC kelas I (MACKAY et al., 1987) . Pada
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